.01, 



@ BUNDESREPUBLIK ® Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND 08 653 A 1 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



102 08653.2 
28. 2.2002 
18. 9.2003 



(D IntCI,"^: 

C 12 N 1/21 

C 12 N 15/63 
C 12 N 15/19 
A 61 K 35/74 



CO 

iD 

00 

o 

CM 



@ Anmelder: 

Medlnnova Gesellschaft fur medizinische 
Innovationen aus akademischer Forschung mbH, 
35037 Marburg, DE 

® Vertreter: 

Albrecht Luke & Jungblut Patentanwalte, 14195 
Berlin 

@ Erfinder: 

Rapp, Ulf R., 97078 Wurzburg, DE; Goebel, Werner, 
97218 Gerbrunn, DE; Gentschev, Ivalyo, 97270 Kist, 
DE; Fensterle, Joachim, 97204 Hochberg, DE 



@ Entgegenhaltungen: 

Internet-Recherche am 19.11.2002: 
http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/entrez, GENTSCHEV, I., MOLLENKOPF, 
H., 

SOKOLOVIC, Z., lu.a.): Development of antigen-deli 
very systems, based on the Escherichia coll hemo- 
lysin secetion pathway. 1996. In: Gene, Vol. 7, 
S. 133-140. PubMed-Abstr.: PMID 8955639; 
Internet-Recherche am 19.11.2002: 
http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/entrez, GENTSCHEV, I., DIETRICH, G., 
MOLLENKOPF, H., [u.a.]: The Escherichia coli 
hemo- 
lysin secretion apparatus- a versatile Antigen 
delivery system in attenuated Salmonella. 1997. 
In: Berhring Inst. Mitt., Vol. 98, S. 103-113, 
PubMed-Abstr.: PMID 9382730; 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Mikroorganismus als Trager von Nukleotidsequenzen kodierendfur Zellantigene zur Behandlung vonTumoren 

@ Die Erfindung betrifft einen Mikroorganismus mit einer pvui.^ 
Nukleotidsequenz, kodierend fur ein Zellantigen, In des- 
sen Genonn folgende Komponenten eingefugt und expri- 
mierbar sind: I) eine Nukleotidsequenz, kodierend fiir zu- 
mindest ein Epjtop eines Antigens einer Tumorzelle und/ 
V^i: Oder eine Nukleotidsequenz fur zumindest ein Epitop ei- 

nes Antigens spezifisch fur eine Gewebezelle, von wel- 
cher der Tumor stammt, II) optional, eine Nukleotidse- 
if' quenz, kodierend fur ein Protein, welches Zellen des Im- 

; munsystems stimuliert, IIIA) eine Nukleotidsequenz fur 

^t-': ein Transportsystem, welches die Expression des Expres- 

sionsprodukts der Komponenten 1} und, optional, II) auf 
der AuBenfiache des Bakteriums und/oder die Sekretion 
des Expressionsprodukts der Komponente 1} und, optio- 
nal, der Komponente II) ermoglicht, und/oder IIIB) eine 
^ Nukleotidsequenz fur ein Protein zur Lyse der Mikroorga- 
^ nismen im Cytosol von Saugerzellen und zur intrazellula- 
^ ren Freisetzung von Plasmiden, enthaltend in den lysier- 
ten Mikroorganismen, und IV) eine Aktivierungssequenz 
zur Expression einer oder mehrerer der Komponenten I) 
bis IHB), ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus "in 
dem Mikroorganismus aktivierbarer, gewebezellspezifi- 
scher und nicht zellspezifischer Aktivierungssequenz", 
wobei jede der Komponenten I) bis IV) einfach oder mehr- 
fach, jeweils gleich oder verschieden, eingerichtet sein 
kann sowie Verwendungen eines sotchen Mikroorganis- 
mus zur Herstellung eines Arzneimittels. 
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Beschreibung 

Cjebiet der Erfindung 

[0001] Die Erfindung betrifft einen Mikroorganismus mil 
fremden Nukleotidsequenzen, dessen Verwendung als Arz- 
neimillel, insbesondere Vakzin, ein Plasmid mit den frem- 
den Nukleoddsequenzen sowie ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines solchen Mikiopiganismus. 

Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik 

[0002] Hauptursache fiir den meist todlichen Verlauf ma- 
ligner Tumorerkrankungen ist die Unfahigkeit des korperei- 
genen Abwehrsystems, bosartige Krebszellen zu erkennen 
und zu zerstoren. Krebserkrankungen gehoren in den Indu- 
strielandem zu den haufigslen Krankheiten mit todlichem 
Ausgang. So sterben allein in Deutschland jahrlich uber 
210 000 Menschen an bosartigen Neubildungen (Quelle: 
WHO, Zahlen von 1997), was einer jahrlichen Rate von 
uber 255 Todesfailen auf 100 000 Einwohnem entspricht. 
[0003] Basis dieser Erfindung sind neuere Erkenntnisse in 
den raolekularen Mechanismen, die zu einer bosartigen 
Neubildung fiihren. Bereits in einem sehr fruhen Stadium 
der Krebsentstehung finden charakteristische Anderungen 
der Konu-olle des Zellwachstum und/oder der Zelldifferen- 
zierung statt (Ponten, Cancer Surv 32: 5-35., 1998). We- 
sentlich beteiligt an diesen Veranderungen sind Proteine der 
Signaltransduktion und der ZellzykluskontroUe, welche in 
den letzten Jahren identifiziert wurden und die alle auch Hi- 
morantigene darstellen. 

[0004] Tumorantigene werden grob in drei Klassen einge- 
teilt (Pardoll, Nat Med 4: 525-531., 1998): i) TXimpr-spezi- 
lische Neoantigene, die in der IVmorzelle in mutierter und/ 
Oder uberexprimierter Form vorliegen, wie z.B. EGF-R, 
HER-2, ii) IXimor-spezifische embryonale Antigene, wie 
Vertreter der MAGE Proteinfamilie oder CEA, iii) TXimor- 
gewebe-spezifische DiflFerenzierungsantigene, wie Tyrosi- 
nase, Mart-l/melan-A und gplOO, 

[0005] Ftir die Wirksamkeit eines TXimorimpfstoflFes ist 
eine efifektive Induktion von CD8+ T-Zellen von entschei- 
dender Bedeutung, da Himorzellen meisi keine MHC 
Klasse 11 Molekiile prasentieren und die intrazellular vorlie- 
genden Tumorantigene meist MHC Klasse I resUingiert 
sind. Bei TUmorpatienten sind die natiirlicherweise vorhan- 
denen Populationen von CD8+, zytotoxischen T-Zellen 
(CTL), offensichtlich nicht ausreichend, um die Tbrnorzel- 
len zu erkennen und zu eliminieren (Jaffee, Ann. N. Y. 
Acad. Sci. 886: 67-72, 1999). Dariiber hinaus konnen tu- 
morspezifische T-Zellen oft durch unterschiedliche Mecha- 
nismen (Anergic, Toleranz, Neutralisation) das Himorge- 
webe nicht effektiv angreifen (Smyth et al., Nat Immunol 2: 
293-299., 2001). Ein erfolgreicher TYimorimpfstoff muss 
daher diese Anei^ie oder Toleranz durchbrechen und eine 
ausreichende Zahl von aktivierten, spezifischen CTL sowie 
auch von spezifischen Antikorpern induzieren. Die Rolle 
von spezifischen Antikorpern zeigt sich bei dem erfolgrei- 
chen Einsatz von monoklonalen Antikorpern (mAb) gegen 
Tumorantigene der Gruppe (a), wie dem bereits kommer- 
ziell verfiigbarem Herceptin, einem mAb gegen HER-2 (Co- 
lomer et al.. Cancer Invest 19: 49-56., 2()01). 
[0006] Es ist bereits bekannt, dass sich attenuierte intra- 
zellulare Bakterien als Impfstofdtrager gegen bestimmte 
bakterielle Infekte eignen, die vor allem durch eine so ge- 
nannte Till Immunanlwort bekampft werden konnen (Hess 
and Kaufmann, FEMS Immunology & Medical Microbio- 
logy 23: 165-173, 1999). Diese Antwort zeichnet sich durch 
CTL sowie der Anwesenheit spezifischer IFN-g sekretieren- 



der CD4+ T-Zellen (auch T-Helferzellen, Th) aus (Abbas et 
al., Nature 383: 787-793, 1 996). Andere Gruppen haben ge- 
zeigt, dass rekombinante Bakterien gegen einen heterologen 
'Himor schiiizen kSnnen (Medina et aL, Eur J Inmiunol 29: 
5 693-699., 1999; Pan et al.. Cancer Res 59: 5264-5269., 
1999; Woodlock et al., J Immunpther 22: 251-259., 1999; 
PagUa et al.. Blood 92: 3 172-3 176., 1998; PagUa et al., Eur J 
Immunol 27: 1570-1575., 1997; Pan et al.. Nat Med 1: 
471-477., 1995; Pan et al.. Cancer Res 55: 4776-4779.. 

10 1995). In diesen Fallen wurden allerdings Here gegen ein 
Surrogat- Antigen immunisiert, und anschlieBrad TYimorzel- 
len appliziert, welche dieses Antigen exprimieren. 
[0007] Diese Tlimorsysteme sind mit klinischen Himoren 
jedoch nicht zu vergleichen, da in diesen Modellen keine 

15 Toleranz fiir das Tumorantigen bestand. 

[0008] Eine stattliche Anzahl unterschiedlicher Tliraor- 
vakzinen wurde bereits klinisch gepriift. Bislang konnte je- 
doch mit keiner Tumorvakzine und keinem Vakzinierungs- 
verfahren ein Durchbruch in der Behandlung von 'Rjmorer- 

20 krankungen erzielt werden. Vor diesem Hintergrund besteht 
weiterhin ein auBerst groBer Bedarf an neuen Tumorthera- 
pieverfahren. 

[0009] Es ist bekannt. Expressionsprodukte von in Bakte- 
rien eingefuhrten Nukleinsauiesequenzen auf der Zellmem- 

25 bran dieser Bakterien zu exprimieren oder von diesen Bak- 
terien sekretieren zu lassen. Basis dieser Technik ist das 
Escherichia coli Hamolysinsystems HlyAs, welches den 
Prototyp eines Typ I Sekretionssystems von gramnegativen 
Bakterien darstellt. Mit Hilfe des HlyAs wurden Sekretions- 

30 vektoren entwickelt, die eine effiziente Ausschleusung von 
Proteinantigenen in Salmonella eoterica. Yersinia enteroco- 
litica und ^^brio cholerae ermoglichen. Derartige Sekreti- 
onsvektoren enthalten die cDNA eines beliebigen Protei- 
nantigens gekoppelt an die Nukleotidsequenz fiir das HlyA- 

35 Signalpeptid, fUr den Hamolysin-Sekretionsapparat, MyB 
und hlyP und den hly-spezifischen Promoter. Mit HiUe die- 
ses Sekretionsvektors kann ein Protein auf der Oberflache 
dieses Bakteriums exprimiert werden. Derartig genedsch 
modifizierte Bakterien induzieren als Vakzinen einen weit- 

40 aus starkeren Immunschutz als Bakterien, in welchen das 
von der eingefuhrten Nukleinsaure exprimierte Protein zel- 
lintem verbleibt (Donner et al EP 1015023 A, Gentschev et 
al. Gene, 179: 133-140,1996; Vaccine 19: 2621-2618, 
2001, Hess et al PNAS 93: 1458-1463, 1996). Nachteil die- 

45 ses Systems ist jedoch, dass durch Verwendung des hly-spe- 
zifischen Promoters die Menge des auf der AuBenflache des 
Bakteriums exprimierten Proteins auBerst gering ist. 
[0010] Eine Technik zur Einschleusung von Plasmid- 
DNA in Saugerzellen durch TVagerbakterien wie Salmonella 

50 und Listeria monocytogenes wurde entwickelt. In diesen 
Plasmiden enthallene Gene konnten in den Saugerzellen 
auch dann exprimiert werden, wenn sie unter der KontroUe 
eines eukaryontischen Promoters standen. In Listeria mono- 
cytogenes Keime wurden Plasmide eingefuhrt, die eine Nu- 

55 kleotidsequenz fiir ein beliebiges Andgen unter der Kon- 
Urolle eines beliebigen eukaryontischen Promoters rathalten. 
Durch Einfuhrung der Nukleotidsequenzen fiir ein spezifi- 
sches Lysis-Gen wurde bewirkt, dass sich die Listeria mono- 
cytogenes Keime im Zytosol der Antigen-prasentierenden 

60 2^11e aufldsen und ihre Plasmide fieisetzen, was zur an- 
schlieBenden Expression, Prozessierung und Prasentadon 
der plasmidkodierten Proteine fuhrt und die Inununogenitat 
dieser Proteine deutlich steigert (Dietrich et al. Nat Bio- 
technol 16: 181-185,1998; Vaccine 19: 2506-2512, 2001). 

65 [0011] Virulenz-attenuierte Varianten von Bakterien, die 
sich intrazellular ansiedeln, wurden entwickelt. Beispiels- 
weise wurden von Listeria monocytogenes, Salmonella en- 
terica sv, TVphimurium und TVphi, sowie Mycobacterium 
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bovis derartige Varianten bereits als gut vertragliche Le- 
bendimpfsloffe gegen TyP^us und Tuberkulose eingesetzt 
Diese Bakterien, einschliefilich ihrer abgeschwachten Mu- 
tanten sind generell immunstimulierend und konnen eine 
gute zellulare Immunantwort ausldsen. Beispielsweise sti- 5 
muliert L. monocytogenes in besonderem Mafie iiber die 
Aktivierung von THl Zellen die Proliferation von zylotoxi- 
schen Lymphozyten. Diese Bakterien liefern sezemierte An- 
tigene direkt in das Cytosol Antigenprasentierender Zellen 
(APC; Makrophagen und Dendritische Zellen), die ihrer- lo 
seits die ko-stimulierenden Molekiile exprimieren und eine 
effiziente Slimulierung von T-Zellen auslosen. Die Listerien 
werden zum Teil in phagosomalen Kompartimenten abge- 
baui und die von diesen Tragerbaklerien produzierten Anti- 
gene konnen daher einerseits uber MHC Klasse II Molekiile 15 
prasentiert werden und damit zur Induktion von T-Helferzel- 
len fUhren. Andererseits replizieren die Listerien nach Frei- 
setzung aus dem Phagosom im Cytosol von APCs; von die- 
sen Bakterien produzierte und sezemierte Antigene werden 
deshalb bevorzugt iiber den MHC Klasse I-Weg prasentiert, 20 
wodurch CTL Antworten gegen diese Antigene induzierl 
werden. AuBerdem konnte gezeigl werden, dass durch die 
Interaktion der Listerien mil Makrophagen, natiirlichen Kil- 
lerzellen (NK) und Neutrophilen Granulozyten die Expres- 
sion solcher Cytokine (TNF- alpha, IFN-gamma, 11-2, IL- 25 
12; Unanue, Curr. Opin. Immunol, 9: 35-43, 1997; Mata 
and Palerson, J Immunol 163: 1449-14456, 1999) induziert 
wird, fur welche eine antitumorale Wirksamkeit nachgewie- 
sen wurde. So konnte durch die Verabreichung von L. mo- 
nocytogenes, welche transduziert waien zur Expression von 30 
TYimorantigenen, antigenspeziiisch das Wachstum von ex- 
perimentellen Tbmoien gehemmt werden (Pan et al Nat 
Med 1: 471-477, 1995, Cancer Res 59: 5264-5269, 1999; 
Voest et al. Natl Cancer Inst 87: 581-586, 1995; Bcatty and 
Paterson, J Immunol 165: 5502-5508, 2000). 35 
[0012] N^rulenz-attenuierte Salmonella enterica Stamme, 
in welche Nukleotidsequenzen kodierend fiir Ttimoranti- 
gene eingefiihrt worden waren, konnten als Himorantigen- 
exprimierende bakterielle Trager nach oraler Verabreichung 
einen spezifischen Schutz gegen unterschiedliche experi- 40 
mentelle TXimoren bewirken (Medina et al, Eur J Immunol 
30: 768-777, 2000, Zoller und Christ J Immunol 166: 
3440-34450, 2001; Xiang el ai., PNAS 97: 5492-5497, 
2000). 

[0013] Rekombinante Salmonella Stamme waren auch als 45 
prophylaktische Vakzine gegen Virusinfektionen (HPV) 
(Benyacoub et al.. Infect Immun 67: 3674-3679, 1999) und 
zur therapeutischen Behandlung eines durch ein 'I\jmorvirus 
(HPV) immorlahsierten Maustumors wirksam (Revaz et al.. 
Virology 279: 354-360, 2001). 50 

Technisches Problem der Erfindung 

[0014] Der Erfindung Uegt das technische Problem zu 
Grunde, ein Arzneimittel anzugeben, welches insbesondere 55 
in der Tumorprophylaxe und Tumortherapie eine verbesser- 
tes Vakzin mit Durchbrechung der Immuntoleranz gegen- 
iiber Tumoren darstellt. 

Grundkonzeption der Erfindung 60 

[0015] Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die 
Erfindung einen Mikrooi;ganismus mit einer Nukleotidse- 
quenzen kodierend fur ein Zellantigen, in dessen Genom 
folgende Komponenten eingefugt und exprimierbar sind: T) 65 
eine Nukleotidsequenz, kodierend fur zumindest ein Epitop 
eines Antigens oder mehrerer Antigene einer Tumorzelle 
und/oder eine Nukleotidsequenz fiir zumindest ein Epitop 
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eines Antigens oder mehrerer Antigene spezifisch fiir eine 
Gewebezelle, von welcher der Himor stammt, 11) optional, 
eine Nukleotidsequenz, kodierend fiir ein Protein, welches 
Zellen des Immunsystems stimuiiert, UIA) eine Nukleotid- 
sequenz fiir ein Transportsystem, welches die Expression 
des Expressionsprodukts der Komponenten I) und, optional, 
n) auf der AuB«ifiache des Bakteriums und/oder die Sekre- 
tion des Expressionsprodukts der Komponente I) und, optio- 
nal, der Komponente IE) ermoglicht, und/oder niB) eine Nu- 
kleotidsequenz fur ein Protein zur Lyse der Mikrooganis- 
men im Cytosol von Saugerzellen und zur intrazellularen 
Freisetzung von Plasmiden enthalten in den lysierlen Mi- 
kroorganismen, und IV) eine Aktivierungssequenz zur Ex- 
pression einer oder mehrerer der Komponenten I) bis niK ) 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus "in dem Mikroor- 
ganismus aktivierbare, gewebezellspezifische, und nichi 
zellspezifische Aktivierungssequenz", wobei jede der Kom- 
ponenten I) bis TV) einfach oder mehrfach, jeweils gleich 
oder verschieden, eingerichtet sein kann sowie Verwendun- 
gen eines solchen Mikroorganismus zur Herstellungen eines 
Arzneimittels. 

[0016] Gegenstand der Erfindung sind somit Mikroorga- 
nismen, welche Trager von Nukleotidsequenzen darstellen, 
die fiir Zellantigene kodieren, welche wiederum auf der au- 
Beren Membran der Mikroorganismen exprinwert oder se- 
kretiert werden und die Verwendung dieser Mikrooiganis- 
men fiir die Durchbrechung der Immuntoleranz gegen Ta- 
moren, und neue IXimorvakzinen, welche beinhalten Mi- 
kroorganismen als IVSger von Nukleotidsequenzen kodie- 
rend fiir Zellantigene von Normalzellen und/oder von Tb- 
morzellen. Mit der Erfindung wird letztendlich eine gegen 
den Himor gerichtete Inmiunreaktion ausgel6st. 
[0017] Im Einzelnen enthalten die erfindungsgemaBen 
Mikroorganismen folgende Komponenten: I) mindestens 
eine Nukleotidsequenz kodierend fiir mindestens ein Epitop 
mindestens eines Antigens mindestens eines Zellproteins ei- 
ner Tumorzelle und/oder wahlweise mindestens eine Nu- 
kleotidsequenz fiir mindestens ein Epitop mindestens eines 
Antigens spezifisch fiir die Gewebezelle, von welchem der 
Tumor stammt, 11) wahlweise mindestens eine Nukleotidse- 
quenz fur mindestens ein Protein, welches Zellen des Im- 
munsystems stimuiiert, niA) mindestens eine Nukleotidse- 
quenz fiir ein Transportsystem zur membranstandigen Ex- 
pression oder zur Sekretion des von der Komponente I) ko- 
dierten Zellantigens und zur Sekretion des von der Kompo- 
nente II) kodierten immunstimulierenden Proteins, i iiK ) 
wahlweise eine Nukleotidsequenz fiir ein Lysin, welches 
den Mikroorganismus im Cytosol lysiert, sodass im Mi- 
kroorganismus enthaltene Plasmide in das Cytosol freige- 
setzl werden, IV) mindestens eine Nukleotidsequenz fiir 
eine im Mikroorganismus aktivierbare oder zeUunspezi- 
fisch, tumorzellspezifisch, gewebezellspezifisch oder funkti- 
onsspezifischaktivierbare Aktivierungssequenz zur Expres- 
sion der Komponente I) und 11). 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen 

[0018] Folgend werden die Komponenten eines erfin- 
dungsgemaBen Mikroorganismus im Einzelnen beschrie- 
ben. 

Komponente I 

[0019] Komponente I) stellt mindestens eine Nukleotidse- 
quenz fur mindestens ein Epitop mindestens eines Antigens 
mindestens eines Zellproteins oder mindestens eines onko- 
gen mutierten Zellproteins einer Tumorzelle dar. Die onko- 
gene Mutation des Zellproteins kann einen Verlust oder ei- 
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nen Gewinn seiner ursprunglichen zellularen Funktionen 
bewirkt haben. Desweiteren kann dieses Zellprotein ausge- 
wahlt sein aus der Gruppe bestehend aus "Rezeptormolekiile 
Oder Telle hiervon, und zwar extrazellulare, transmembrane 
Oder zellinteme Teile der Rezeptoren; Adhasionsmolekiile 5 
Oder Teile hiervon und zwar extrazellul^, transmembrane 
Oder zellinteme Teil der Adhasionsmolekiile; Protdne der 
Signaltransduktion; Proteine der Zellzykluskontrolle; Difife- 
renzierungsproieine; embryonale Proteine; und virusindu- 
zierte Proteine". Derartige Zellantigene iibemebmen in der lO 
Zelle die Regelung des Zellwachstums und der Zellteilung 
und werden auf der Zellmembran von normalen Zellen pra- 
sentiert, beispielsweise durch das MHC-Klasse I Molekul. 
In Tumorzellen sind diese Zellantigene haufig uberexpri- 
miert oder spezifisch mutiert. Derartige Mutationen konnen 15 
Funktionseinschrankungen von Onkogensuppressoren oder 
die Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen zur 
Folge haben und alleine oder gemeinschaftJich mit Uberex- 
pressionen wesentlich am Tbmorwachstum beteiligt sein. 
Derartige Zellantigene werden auf der Membran von Tu- 20 
morzellen prasentiert und stellen demnach Antigene auf Hi- 
morzellen dar, jedoch ohne eine die Tumorkrankheit des Pa- 
tienten beeinflussende Immunreaktion auszulosen. Von 
Rapp (US-5, 156,841) wurde bereits die Verwendung von 
Onkoproteinen, d. h. von Expressionsprodukten der Onko- 25 
gene als Immunogen fur Tumorvakzinen beschrieben. Auf 
diese Literaturstelle wird ausdriicklich Bezug genommen. 
[0020] Beispiele fur Zellantigene und deren onkogene 
Mutationen gemafi der Erfindung sind 1) Rezeptoren, wie 
beispielsweise Her-2/neu, Androgen-Rezeptor, Oestrogen - 30 
Rezeptor, Midkine-Rezeptor, EGF-Rezeptor, ERBB2, 
ERBB4, TRAIL- Rezeptor, FAS. TNFalpha-Rezeptor, ii) si- 
gnaltransduzierende Proteine und deren onkogene Mutatio- 
nen wie beispielsweise c-Raf (Raf-1), A-Raf, B-Raf, Ras, 
Bcl-2, Bcl-X. Bcl-W, Bfl-1, Brag-1, Mcl-l, Al, Bax, BAD, 35 
Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Hrk, Bcr/abl, Myb. C-Met, lAPl, 
IA02. XIAP, ML-IAP LIVIN. Survivin, APAF-1; iii) Pro 
teine der Zellzykluskontrolle und deren onkogene Mutatio- 
nen wie beispielsweise Cyclin-D(l-3), -E, -A, -B, -H, Cdk- 
1, -2, -4, -6. -7, Cdc25C, P16, pl5, p21, p27, pl8, pRb, 40 
pl07, pl30, E2F (1-5), GAAD45, MDM2, PCNA, ARF, 
PTEN, APC, BRCA, P53 und Hoinologe, iv) TVansskripti- 
onsfaktoren und deren onkogene Mutationen wie beispiels- 
weise C-Myc, NFkB, c-Jun, ATF-2, Spl, v) embryonale Pro- 
teine, wie beispielsweise carcinoembryonales Antigen, al- 45 
pha-Fetoprotein, Mage, PSCA, vi) Differenzierungsanti- 
gene, wie beispielsweise Mart, GplOO, Tyrosinase, GRP, 
TCF-4, vii) virale Antigene wie beispielsweise von folgen- 
den Viren: HPV, HCV, HPV, EB V, CMV, HSV. 
[0021] Altemativ oder zusatzlich kann Komponente I) 50 
mindestens eine Nukleotidsequenz fur mindestens ein Anti- 
gen spezifisch fur eine normale Gewebezelle, von welcher 
der jeweilige TUmor abstammt, darstellen. Derartige spezifi- 
sche Antigen sind beispielsweise i) Rezeptoren wie bei- 
spielsweise Androgenrezeptoren, Oestrogenrezeptoren, 55 
Lactoferrinrezeptor, ii) Differenzierungsantigene wie bei- 
spielsweise basisches Myelin, alpha-Lactalbumin, GFAP, 
PSA, Fibrillary acid Protein, Tyrosinase, EGR-1, MUCl. 

Komponente n 60 

[0022] Komponente II) steUt mindestens eine Nukleotid- 
sequenz fiir mindestens ein Protein dar, welches Zellen des 
Immunsystems stimuliert. Durch die Wahl des Proteins kann 
die Immunreaktion auf das Expressionsprodukt von Kom- 65 
ponente I) verstarkl und/oder mehr zur Aktivierung von Th 1 
Zellen (fur die zellulare Immunreaktion) oder zur Aktivie- 
rung von Th2 Zellen (fur die humorale Immunreaktion) aus- 
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gerichtet werden. Immunstimulierende Proteine sind bei- 
spielsweise i) Cytokine wie M-CSF, GM-CSF, G-CSF, ii) 
Interferone wie IFN-alpha, -p, gamma, iii) Interleukine wie 
n^l, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -9, -10. -11. -12. -13, -14, -15, -16, 
Human Leukemia inhibitory factor (UP), iv) Chemokine 
wie Rantes, Monocyte chemotactic and activating factor 
(MCAF), Macrophage inflammatory protein- 1 (MEP-l -al- 
pha, -P), Neutrophil activating Protein-2 (NAP-2), 11^8. 

Komponente IHA 

[0023] Komponente HIA) ist mindestens eine Nukleotid- 
sequenz, kodierend fiir mindestens ein Transportsystem, 
welches die Expression der Expressionsprodukte der Kom- 
ponenten I) und, optional, II) auf die AuBenflache des Mi- 
kroorganismus ermoglicht. Die jeweilige Komponente kann 
hierbei wahlweise entweder sekretieri werden oder auf der 
Membran des Mikroorganismus, d. h. membranstandig ex- 
primiert werden. Derartige Transportsysteme sind beispiels- 
weise i) das Hamolysintransportsignal von E. coli (Nukleo- 
tidsequenzen enthaltend HlyA, HlyB und HlyD unter der 
Kontrolle des hly-spezifischen Promoters); folgende Trans- 
portsignale sind zu verwenden: fur die Sekretion - das C- 
terminale HlyA-Transportsignal, in Gegenwart von HlyB 
und HlyD Proteinen; fur die membranstandige Expression - 
das C-terminale HlyA-Transportsignal, in Gegenwart vom 
HlyB-Protein, ii) das Hamolysintransportsignal von E. coli 
(Nukleotidsequcnzen enthaltend HlyA, HlyB und HlyD un- 
ter der Kontrolle eines nicht hly-spezifischen bakterieUen 
Promoters), iii) das IVansportsignal fiir das S-layer Protein 
(Rsa A) von Caulobacter crescentus; folgende Transportsi- 
gnale sind zu verwenden: fiir die Sekretion und fur die mem- 
branstandige Expression - das C-terminale RsaA-Transport- 
signal, iv) das IVansportsignal fUr das TolC-Protein von 
Escherichia coli; folgende lYansportsignale sind zu verwen- 
den: fiir die membranstandige Expression - das N-terminale 
Transportsignal von TolC (das integrale Membranprotein 
TolC von E. coli ist ein multifunktionelles, porenbildendes 
Protein der auBeren Membran von E. coli, das neben Funk- 
tionen wie z. B. der Aufnahme von Colicin El (Morona et 
al., J Bacteriol 153: 693-699., 1983) und der Sekretion von 
Colicin V (Path et al., J Bacteriol 173: 7549-7556., 1991) 
auch als Rezeptor fiir den U3-Phagen dient (Austin et al., J 
Bacteriol 172: 5312--5325., 1990); dieses Protein findet sich 
nicht nur in E, coli, sondem in einer Vielzahl von Gram ne- 
gativen Bakterien (Wiener, Structure Fold Des 8: 
R17 1-175., 2000); die Lokalisation in der auBeren Mem- 
bran und das verbreitete Vorkommen machen TolC zu einera 
idealen Kandidaten, heterologe Antigene zu piasentieren 
um z. B. eine Immunantwort auszulosen). 

Komponente ILLB 

[0024] Komponente UTB) ist eine Nukleotidsequenz, ko- 
dierend fiir mindestens ein lytisches Protein, welches im Cy- 
tosol einer Saugerzelle exprimiert wird und den Mikrooiga- 
nismus lysiert zur Freisetzung der Plasnude im Cytosol der 
Wirtszelle. Derartige lytische Proteine (Endolysine) sind 
beispielsweise Listerien-spezifische Lysis-Proteine wie 
z. B. PLY551 (Loessner et al Mol Microbiol 16: 1231-41, 
1995) und/oder das Listeria-spezifische Holm unter der 
Kontrolle eines listeriellen Promoters. 
[0025] Eine bevorzugte Ausfiihrungsform dieser Erfin- 
dung ist die Kombination unterschiedlicher Komponenten 
DIB), beispielsweise die Kombination eines Lysis-Proteins 
mit dem Holm. 

[0026] Die Komponenten EIA und/oder liiB konnen kon- 
stitutiv aktiv sein. 
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Komponente IV 

[0027] Komponente IV) stellt mindestens eine Nukleotid- 
sequenz fiir mindestens eine Aktivierungssequenz zur Ex- 
pression der Komponente I) und, optional, II) dar. 5 
[0028] 1st die Expression membranstandig auf der AuBen- 
flache des Mikroorganismus, so ist die Aktivierungssequenz 
vorzugsweise so auszuwahlen, dass sie im Mikrooiganis- 
mus aktivieibar ist. Derartige Aktivierungssequenzen sind 
beispielsweise: i) konstitutiv aktive Promotonegionen, wie lO 
die Promotorregion mit "Ribosomal binding site" (RBS) des 
beta-lactamase Gens von E. coli oder des tetA gens (Busby 
and Ebrighl, Cell 79: 743-746., 1994), ii) induzierbare Pro- 
raotoren, bevorzugt Promotoren, die nach Aufhahme in die 
Zelle aktiv werden. Zu diesen gehort der actA Promoter von 15 
L. monocytogenes (Dietrich et al., Nat. Biotechnol. 16: 
181-185, 1998) Oder der pagC Promoter von S. typhimu- 
rium (Bumann, Infect Immun 69: 7493-7500., 2001). 
[0029] Werden die Plasmide vom Mikrooiganismus nach 
dessen Lyse in das Cytosol der Zelle freigesetzt, so ist die 20 
Aktivierungssequenz nichtzellspezifisch, gewebezellspezi- 
fisch, zellzyklusspezifisch oder funktionsspezifisch. Vor- 
zugsweise werden Aktivierungssequenzen gewahlt, welche 
in Makrophagen, Dendritischen Zellen und Lymphozyten 
besonders aktiviert werden. 25 
[0030] Mikroorganismen im Sinne dieser Erfindung sind 
Viren, Bakterien oder einzellige Parasiten, welche zur tJber- 
tragung von, dem Mikroorganismus fremden Nukleotidse- 
quenzen iiblicherweise benutzt werden. 
[0031] In einer besonderen Ausformung dieser Erfindung 30 
stellen die Mikroorganismen gram-positive oder gram-nega- 
tive Bakterien dar, vorzugsweise Bakterien wie beispiels- 
weise Escherichia coli. Salmonella, Yersinia enterocolitica. 
Vibrio cholerae. Listeria monocytogenes. Shigella. 
[0032] Vorzugsweise w^den solche Bakterien verwendet, 35 
welche in ihrer Virulenz attenuiert sind. 
[0033] Die Komponenten entsprechend der Erfindung 
werden in die Mikroorganismen eingefuhrt mit den dem 
Fachmann bekannten Methoden. Stellen die Mikroorganis- 
men Bakterien dar, so werden die Komponenten in Plasmide 40 
eingefugt und die Plasmide in die Bakterien ubertragen. Die 
hierzu geeigneten Techniken und Plasmide sind dem Fach- 
mann hinreichend bekannt. 

[0034] Gegenstand der Erfindung sind Arzneimittelzube- 
reitungen enthaliend die erfindungsgemaBen Mikroorganis- 45 
men oder aber Membranhiillen dieser Mikroorganismen. 
Die Hersteliung dieser Membranhiillen erfolgt beispiels- 
weise nach der in der Patenlanmeldung EP-A-0 540 525 be- 
schriebenen Methode. Derartige Arzneimittelzubereitungen 
sind beispielsweise Suspensionen der erfindungsgemaBen 50 
Mikroorganismen in den dem Pharmazeuten gelaufigen L6- 
sungen, geeignel zur Injektion. 

[0035] Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verab- 
reichung einer Arzneimittelzubereitung enthaltend die erfin- 
dungsgemaBen Mikroorganismen. Die Verabreichung er- 55 
folgt lokal oder systemisch, beispielsweise in die Epidermis, 
in die Subkutis, in die Muskulatur, in eine Korperhohle, in 
ein Organ, in den Tumor oder in den Blutkreislauf. 
[0036] Ein besonderer Gegenstand dieser Erfindung ist die 
perorale oder rektale Verabreichung der erfindungsgemaBen 60 
Arzneizubereitung fiir die Prophyiaxe und/oder Therapie ei- 
ner proliferativen Erkrankung. Die Verabreichung kann ein- 
malig oder mehrmalig erfolgen. Bei jeder Verabreichung 
werden im Bereich von 10 bis 10% erfindungsgemaBe Mi- 
kroorganismen verabreicht. Falls die Verabreichung dieser 65 
Anzahl an den erfindungsgemaBen Mikroorganismen keine 
ausreichende Immunreakrion bewirkt, ist die zu injizierende 
Anzahl zu steigem. 
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[0037] Nach Verabreichung der erfindungsgemaBen Mi- 
kroorganismen wird die Toleranz fur eine Zelle, die Kompo- 
nente I) prasentiert, beispielsweise fur eine Tbmorzelle, oder 
fiir eine Gewebezelle, von welcher der IVimor stammt, 
durchbrochen und eine gegen den 'I\imor und/oder gegen 
dessen Gewebezellen gerichtete zytotoxische Immunreak- 
tion ausgeldst 

[0038] Je nach Wahl der Komponente I) ist diese zytotoxi- 
sche Immunreaktion entweder ausschlieBlich gegen den T\i- 
mor gerichtet oder auch gegen die Htmorzellen einschlieB- 
lich der Gewebezellen, von welchem die Tiimorzellen ab- 
stanunen. 

[0039] Gegenstand der Erfindung ist somit die Verabrei- 
chung einer erfindungsgemaBen Arzneimittelzubereitung zu 
P*rophylaxe oder Therapie einer proliferativen Erkrankung. 
Zu den proliferativen Erkrankungen sind Tlimorerkrankun- 
gen, Leukamien, viral verursachte Erkrankungen, chroni- 
sche Enizundungen, AbstoBungen transplantierter Organe 
und Autoimmunerkrankungen zu zahlen. 
[0040] In einer besonderen Ausformung dieser Erfindung, 
bei welcher die Komponente I) mindestens ein Zellantigen 
darstelll, welches exprimiert wird von einer Tumorzelle und 
den Gewebezellen, von welchen der Ibmor abstammt, wird 
die erfindungsgemaBe Arzneimittelzubereitung zur Prophy- 
iaxe oder Therapie eines Ttimors der Schilddriise, der 
Mamma, des Magens, der Niere, des Ovars, der Muttermale, 
der Prostata, der Cervix oder der Hamblase verabreicht. 
[0041] Im Folgenden wird die Erfindung anhand von le- 
diglicb Ausfuhrungsformen darstellenden Beispielen nMher 
erlautert 

Beispiel 1 

Induktion einer Immunantwort in B x B Mausen durch Im- 
munisierung mit c-Raf expritni^enden Salmonellen 

[0042] Raf ist eine normalerweise zytosolische Serin/ 
Threonin Kinase (PSK), welche im Zusammenspiel mit an- 
deren Proteinen von Signalkaskaden das Zellwachstum und 
-uberleben kontrolliert (KerkhofT and Rapp, Oncogene 17: 
1457-1462., 1998; Troppmair and Rapp, Recent Results 
Cancer Res 143: 245-249., 1997). Eine Bindung eines 
Wachstumsfaktor an einen entsprechenden Rezeptor fiihrl 
normalerweise iiber eine Aktivierung von Ras, der anschlie- 
Benden Aktivierung von Raf iiber mehrere Phosphorylie- 
rungsschritte uber die PSK- und lyrosin Kinase MEK und 
der PSK ERK zu einer Aktivierung der Replikationsmaschi- 
nerie im Zellkem (Kerkhoff and Rapp, Oncogene 17: 
1457-1462., 1998). Das erste Glied dieser Kelte, das kleine 
G- Protein Ras, liegt in ca. 30% aUer menschlichen TVimore 
verandert vor (Zachos and Spandidos, Crit Rev Oncol He- 
matol 26: 65-75,, 1997). Raf ist ein Efifektor von Ras und 
liegt in einer Vielzahl von menschlichen Ibmoren uberex- 
primiert vor (Naumann et al.. Recent Results Cancer Res 
143: 237-244., 1997). 

[0043] Fiir den Test im Mausmodell werden transgene 
Mause verwendet, welche das vollstandige Molekiil oder 
die konstitutiv aktive Kinasedomane (B x B) uberexprimie- 
ren (Kerkhoff et al, Cell Growth Differ 11: 185-190., 
2000). Damit entwickeln diese Mause spontan nach ca. ei- 
nem halben Jahr Lungentumore. 

[0044] Fiir die Generierung der Vakzine wurde die hu- 
mane c-Raf cDNA mit Hilfe von PCR "in-frame" mit HlyA 
in das Plasmid pMOhly 1 kloniert (Fig. 1). AnschlieBend 
wurde das Plasmid pMO-Raf in attenuierte Salmonellen (S, 
typhi murium SL7207), welche einen Defekt im aromati- 
schen Stoffwechsel tragen, transfiziert (Hoiseth and Stocker, 
Nature 291: 238-239, 1981). Im Immunoblotting mit Hilfe 
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von Antikorpem, gerichtet gegen c-Raf konnte im Bakte- 
rienlysat wie auch im Kulturiiberstand von, mil pMOhy-Raf 
iransfizierten SL7207-Bakterien das c-Raf HlyAs Fusions- 
protein nachgewiesen werden. 

[0045] B X B transgene Mause wurden nun im Alter von 
7-10 Wochen oral mit den Salmonellen immunisiert (Dosis 
5 X 10 A 9), wobei die Impfung 2mal im Abstand von 5 1^- 
gen wiederholt wurde. 45 Tage nach der letzten Immunisie- 
ning erfolgte eine intravendse Aufirischimpfung mit 5 x 
10 A 5 Salmonellen. Zur Kontrolle wuide Mausen nackte c- 
Raf kodierende DNA intramuskular verabreicht. 
[0046] 5-7 Tage nach der letzten Immunisierung wurden 
nun Serumproben entnonmien und mit Hilfe eines WE- 
STERN-Blots die Antikorperantwort analysiert. Hierzu 
wurde das 1 : 200 verdunnte Serum gegen Membranen mit 
aufgetrenntem Protein und geblottetem Protein von c-Raf 
iransfizierten oder nicht Iransfizierten Bakterien hybridi- 
sien. Der Nachweis der gebundenen Serumantikorper er- 
folgte mit Hilfe von Antikorpem spezifisch fiir Maus-IgG. 
In Gegensatz zu den Kontrollmausen konnten in Mausen 
immunisiert rait pMohly-Raf u-ansfizierten SL7207 c-Raf 
spezifische Antikbrper des Isoiyps IgG induziert werden. 
Damit ist gezeigt, dass eine Immunisierung mit den be- 
schriebenen Salmonellen die Selbst-Toleranz durchbrechen 
kann und CD4+ T-Zellen, welche fiir den Antikorper Isoty- 
penwechsel zu IgG notwendig sind, induziert. 
[0047] Zur Analyse der CD8+ T-Zellantwort wurden 
C57BL-6 Mause nach dem gleichen Protokoll immunisiert. 
7 Tage nach der letzten Inmiunisierung wurden MilzzeUen 
isoliert und diese wurden mit Raf-Uberexprimierenden EL-4 
Zellen sdmuliert. 1 h nach Beginn der Stimulation wurde 
der vesikulare Transport durch Brefeldin A geblockt und 
nach weiteren 4 h wurden die Zellen mit CDS und IFN-g 
spezifischen Antikorpem gefarbt und durchflusszytome- 
trisch analysiert (Mittrucker et al.. Infect Inunun 70: 
199-203., 2002). Nur in einer pMORaf immunisierten 
Maus konnte eine Raf-spezifische Antikdrperantwort detek- 
tiert warden. 

[0048] Zum Nachweis der tumoriaden Aktivitat wurden 
10, 12 und 14 Monate alte inununisierte und nicht immuni- 
sierte B x B Mause getotet und die Lungenmasse gewogen. 
Die Lungenmasse ist ein direktes MaB fur die GroBe des Tu- 
mors. In der Gruppe, immunisiert mit SL-pMO-Raf waren 
nach 14 Monaten deutlich haufiger Mause anzulrefifen mil 
einer Reduklion der Lungemasse, als in den Konlrollgrup- 
pen einschlieBlich derjenigen Gruppe, welche mil nackter 
DNA kodierend fur c-Raf (SL-pCM V-raf) immunisiert wor- 
den war. Normalerweise ist das TXimorwachslum in nicht be- 
handellen Tieren nicht umkehrbar (Kerkhoflf et al.. Cell 
Growth Differ 11: 185-190., 2000). Diese Daten zeigen so- 
mit, dass in diesem Experiment eine Impfung mil SL-pMO- 
Raf Tiere vor der Entstehung von Himoren schiitzen konnte 
und die hier beschriebene Erfindung als 'Bimorvakzine ge- 
eignel isl. 

[0049] Diese Experimenle zeigen desweiteren, dass sich 
mit dem in dieser Erfindung dargestellten Tragersystem 
prinzipiell die Selbst-Toleranz durchbrechen und in c-Raf 
toleranten Tieren eine c-Raf spezifische Antikdrperantwort- 
und T-Zellantwort induzieren lasst. 

[0050] Mit dem gleichen experimentellen System lassen 
sich als Vakzinen Salmonellen herstellen, welche Isoformen 
von C-Raf (wie beispielsweise B-Raf und A-Raf), mutiertes 
C-Raf, B-Raf oder A-Raf, Epitope von normalen oder mu- 
tiertem C-Raf, B-Raf oder A-Raf, oder Kombinationen von 
Epitopen von normalen und/oder mutiertem C-Raf, B-Raf 
Oder A-Raf exprimieren. Beispiele fur eine Mutation, die 
mit Verlust der Aktivitat von Raf einhergehi, sind Mutatio- 
nen der Ras-bindenden Domane, der Kinase-Domane und/ 



oder der Phosphorylierungsslellen. 

Beispiel 2 

5 Induktion einer Immunantwort in BALB/c Mausen durch 
Immunisierung mit PSA exprimierenden Salmonellen 
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[0051] Die Existenz gewebsspezifischer Antigene, insbe- 
sondere solcher, die in erhohtem Mafie von Ibmorzellen 
synthetisiert und exprimiert werden, bildet neben der dia- 
gnostischen Verwertbarkeit dieser Maiicer auch einen mog- 
hchen Angriffspunkt fiir iherapeutische Ansatze. Fiir das 
Proslalakarzinom sind bislang drei nennenswerte Antigene 
identifiziert worden: PSA (Prostata spezifisches Antigen), 
15 PSMA (Prostata spezifisches Membran-Antigen) und PSCA 
(Prostata Stamm-ZeU-Antigen). Wahrend PSA bereils 
schon in friihen Tumorformen uberexprimiert vorliegt (Watt 
et al., Proc Natl Acad Sci USA 83: 3166-3170., 1986; Wang 
et al.. Prostate 2: 89-96., 1981) und damit zur Karzinomdia- 
20 gnostik beiu-agl (Labrie el al., J Urol 147: 846-851; discus- 
sion 851-842., 1992), ist die PSCA-Expression meist erst 
im lokal forlgeschrittenen, entdifferenzierten und metasta- 
sierten Tumorstadium erhoht (Gu et al., Oncogene 19: 
1288-1296., 2000; Reiter et al., Proc Nad Acad Sci USA 95: 
1735-1740., 1998). Die Organspezifitat macht sowohl PSA 
als auch PSCA zu einem potentiellen Zielantigen bei der 
Entwicklung von Immuntherapien gegen das Proslalakarzi- 
nom (Reiter et al., Proc Nad Acad Sci USA 95: 1735-1740., 
1998; Hodge el al., Int J Cancer 63: 231-237., 1995; Arm- 
30 bruster, Clin Chem 39: 181-195., 1993). 

[0052] In diesem Versuch sollte gezeigt werden, ob PSA 
sezemierende Salmonellen auf der Basis des Vektors 
pMOHLY 1 in BALB/c MSusen dne Inmiunantwort indu- 
zieren konnen. Dazu wurden zunSchst mittels Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) zwei NsH-Schnittstellen in die c- 
DNA-Sequenz von PSA eingefiihrt, um eine "in-frame"-In- 
sertion des amplifizierten Fragments in den Zielvektor zu er- 
moglichen. Fiir die Amplifikation wurde ein Fragment von 
645 Basenpaaren (bp) ausgewahlt. Als Primer dienten 5 - 
GTGGATTG-GTGATGCATCCCTCATC-3' und 5 - 
CAGGGCACATGCATCACTGCCCCA-3'. Das PCR-Pro- 
duki wurde zunachst "blunt-end" in den Vektor pUC18 klo- 
niert und spaler uber Nsil-Schniltstellen mit dem Zielvektor 
pMOhlyl ligierl. Die korrekte Insertion wurde mittels Re- 
slriktionsverdau kontrollierl und durch Sequenzierung be- 
statigt (Fig. 2). 

[0053] Mil diesem SaLmonellenstanun werden nun 
BALB/c Mause dreimal im Abstand von 3 Wochen mit einer 
Dosis von 1 x 107 nasal immunisiert. Die Immunantwort 
wird mit WESTERN-Blot Analysen und inU^ellularer Zy- 
tokinfarbung nachgewiesen. 
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Patentanspruche 

SS 1. Mikroorganismus mil einer Nukleotidsequenzen 
kodierend fur ein Zellantigen, in dessen Genom fol- 
gende Komponenten eingefugt und exprimierbar sind: 
I) eine Nukleotidsequenz, kodierend fur zumin- 
dest ein Epitop eines Antigens oder mehrerer An- 

60 tigene einer Tumorzelle und/oder eine Nukleotid- 

sequenz fiir zumindest ein Epitop eines Antigens 
oder mehrerer Antigene spezifisch fur eine Gewe- 
bezelle, von welcher der Tumor stammt, 
n) optional, eine Nukleotidsequenz, kodierend 

65 fiir ein Protein, welches Zellen des Immunsystems 

stimuliert, 

IHA) eine Nukleotidsequenz fiir ein Transportsy- 
stem, welches die Expression des Expressionspro- 
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dukls der Komponenten I) und, optional, U) auf 
der AuBenflache des Bakteriums und/oderdie Se- 
kretion des Expressionsprodukts der Komponente 
I) und, optional, der Komponente EE) ermoglichl, 
und/oder 5 
niB) eine Nukleotidsequenz Rir ein Protein zur 
Lyse der Mikrooganismen im Cytosol von Sau- 
gerzellen und zur intrazellularen Freisetzung von 
Plasniiden enthalten in den lysierten Mikrooiga- 
nismen, und 10 
IV) eine Aktivierungssequenz zur Expression ei- 
ner oder mehrerer der Komponenten I) bis TTTR ) 
ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus "in dem 
Mikroorganismus aktivierbare, gewebezellspezi- 
fische, und nicht zellspezifische Aktivierungsse- 15 
quenz", wobei jede der Komponenten I) bis IV) 
einfach oder mehrfach, jeweils gleich oder ver- 
schieden, eingerichtet sein kann. 

2. Mikroorganismus nach Anspruch 1, wobei der Mi- 
kroorganismus ein Vuus, ein Bakterium, insbesondere 20 
ein gram-positives oder gram-negatives Bakterium, 
vorzugsweise ausgewahit aus der Gruppe bestehend 
aus "Escherichia coli, Salmonella, Yersinia enterocoli- 
tica, Vibrio cholerae. Listeria monocytogenes, und Shi- 
gella", oder ein einzelliger Parasit ist, wobei die Vu^- 25 
lenz des Mikroorganismus vorzugsweise reduziert ist. 

3. Mikroorganismus nach Anspruch 1, wobei der Mi- 
kroorganismus die Hulle eines Bakteriums ist. 

4. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 

3, wobei die Komponente I) eine Nukleotidsequenz ist, 30 
wclche fUr ein Epitop oder mehrere Epitope eines An- 
tigens oder mehrerer Antigene eines Ptoteins oder 
mehrerer Proteine, optional mutiert, einer Himorzelle 
kodiert, wobei dieses Protein vorzugsweise ausgewShlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus "extrazellularer, 35 
transmembraner oder intrazellulaier Tfeil eines Rezept- 
ors; extrazellularer, transmembraner oder intrazellula- 
rer Teil eines Adhasionsmolekiiles; signaltransduzie- 
rendes Protein; ein die Zellteilung kontroUierendes 
Protein; Transkriptionsfaktor; Differenzierungsprotein; 40 
embryonales Protein; und virales Protein", wobei das 
Protein vorzugsweise ein Onkogengenprodukt oder ein 
S uppressorgenprodukt, 

insbesondere c-Raf, A-Raf, B-Raf oder ein homologes 
Protein von c-Raf, A-Raf oder B-Raf, ist. 45 

5. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 
3, wobei die Komponente I) eine Nukleotidsequenz ist, 
welche fiir ein Antigen kodiert, welches spezifisch ist 
fur die Gewebezelle, insbesondere ausgewahit aus der 
Gruppe bestehend aus "Schilddriise, Brustdriise, Spei- SO 
cheldruse, Lymphdriise, Brustdriise, Magenschleim- 
haut, Niere, Ovar, Prostata, Cervix, Hamblasen- 
schleimhaul und Muttermal", von welcher der TXimor 
stanunt. 

6. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 55 

5, mit einer Komponente I) nach Anspruch 4 und einer 
Komponente I) nach Anspruch 5. 

7. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 

6, wobei die Komponente II) kodiert fur mindestens ein 
Cytokin, Interleukin, Interferon und/oder Chemokin. 60 

8. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 

7, wobei die Komponente EIA) kodiert fur das Hamo- 
lysintransportsignal von Escherichia coli, fur das S- 
Laya- (Rsa A) Protein von Caulobacter crescentus, 
Oder fiir das TolC-Protein von Escherichia coli. 65 

9. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 

8, wobei die Komponente lUB) kodiert fiir ein lytisches 
Protein von gram-positiven Bakterien, fiir ein lytisches 
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Protein von Listeria monocytogenes, fiir PLY551 von 
Listeria monocytogenes und/oder fiir das Holm von Li- 
steria monocytogenes. 

10. Mikrooiganismus nach einem der Anspruche 1 bis 

9, wobei die Komponente IV) kodiert fur eine Akdva- 
torsequenz, akdvierbar im Mikrooiganismus, insbe- 
sondere kodim fur eine tumorzellspezifische, gewebe- 
zellspezifische, makrophagenspezifische, dentritenspe- 
zifische, lymphozytenspezifische, funktionsspezifische 
oder nichtzellspezifisch aktivierbare Aktivatorsequenz. 

11. Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 

10, bei welchem Komponente I) fiir mindestens zwei 
unterschiedliche Proteine kodiert. 

12. Verwendung eines Mikroorganismus nach einem 
der Anspruche 1 bis 11 fiir die Herstellung eines Arz- 
neimittels insbesondere zur Prophylaxe und/oder The- 
rapie einer Erkrankung, welche verursacht wird durch 
eine unkontrollierte Zellteilung oder eine Infektion, 
vorzugsweise einer TYimorerkrankung, insbesondere 
eines Prostatakarzinoms, eines Ovarkarzinoms, eines 
Mammakarzinoms, eines Magenkarzinoms, eines Nie- 
rentumors, eines Schilddriisentumors, eines Mela- 
noms, eines Cervixtumors, eines Hamblasentumors, ei- 
nes Speicheldriisentumors oder eines Lymphdriisentu- 
mors, einer Leukamie, einer viralen oder bakteriellen 
Infektion, einea: chronischen Entziindung, einer Oigan- 
abstoBung und/oder einer Autoimmunerkrankung. 

13. Verwendung nach Anspruch 12 fiir die Entfemung 
eines Tumors wie auch des gesunden Gewebes, von 
welchem der T\amor stammt. 

14. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, wobei das 
Arzneimittel fiir die lokale, parenterale, orale oder rek- 
tale Verabieichung heigerichtet ist. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
nach einem der Anspriiche 12 bis 15, wobei ein Mi- 
kroorganismus nach einem der Anspriiche 1 bis 11 in 
physiologisch wirksamer Dosis mit einem oder mehre- 
ren physiologisch vertraglichen Tragerstoffen zur ora- 
len, i. m., i. v., i. p., rektalen oder lokalen Gabe heige- 
richtet wird. 

16. Plasmid oder Expressionsvektor enthaltend die 
Komponenten I) bis IV) gemaB Anspruch 1 . 

17. Verfahren zur Herstellung eines Organismus nach 
einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei ein Plasmid oder 
Expressionsvektor nach Anspruch 16 erzeugt und mit 
diesem Plasmid oder Expressionsvektor ein Mikroor- 
ganismus transformiert wird. 
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